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ウス ES 細胞における、2 型血管内皮細胞増殖因子（VEGF）受容体陽性の中胚
葉細胞を共通の前駆細胞とした心血管系細胞の系統的分化誘導法においては、




来中胚葉細胞に VEGF と cAMP を作用させることで、血管内皮細胞分化の効率
化を試みた。 
【方法】ヒト iPS 細胞の無血清二次元単層培養系における中胚葉細胞誘導期に、
VEGF と cAMP の濃度や期間を調節しつつ作用させ、分化誘導 9 日目にフロー
サイトメトリーで血管内皮カドヘリン(VE-Cadherin)陽性の血管内皮細胞の誘
導効率および収量を測定した。 
【結果】分化誘導 4 日目の中胚葉期から 9 日目まで VEGF （100ng/ml）を、
4-6 日目に cAMP （1mM）を加えた群（刺激誘導法）において、VEGF 単独
投与や非投与と比較して血管内皮細胞が高率に誘導された[56.2±12.5 vs 11.8
±7.2（VEGF 単独） vs 2.3±2.4%（非投与）、P＜0.001、n=4]。得られた誘
導血管内皮細胞数もVEGFと cAMP投与を前述の濃度および期間で投与した群
で最も多かった（1.66±0.70×105 vs 4.9±3.3×104 vs 9.8±10.4×103 細胞
/cm2, P＜0.01, n=4）。分化誘導 9 日目に VE-Cadherin 陽性細胞を蛍光励起セ




および cAMP 投与 2 日後（分化誘導 6 日目）に 2 型 VEGF 受容体陽性中胚葉
細胞のみを純化し再培養する過程を加えたところ（刺激-除外誘導法）、分化誘
導 9 日目には、99%以上の細胞が血管内皮細胞に誘導された。血管内皮細胞の
収量は刺激誘導法と比較して約 4 倍に増加した(1iPS 細胞からの血管内皮細胞
数 4.20±0.83）。分化誘導 9 日目の動脈内皮細胞マーカーの ephrinB2 の遺伝
子発現は臍帯動脈内皮細胞（HUAECs）より 13.5 倍高かったが、その後 14 日
目には HUAECs と同程度まで低下した。一方、静脈内皮細胞マーカーの
COUP-TFII は 14 日目に臍帯静脈内皮細胞と同程度に上昇した。この純化血管
内皮細胞は、市販の血管内皮細胞用培地を用いて培養すると 5 日間で約 2.5 倍 
に増殖した。またこの純化血管内皮細胞は 2 か月にわたる長期培養と凍結保存
が可能であった。 











導中胚葉細胞に、内皮細胞への分化を促進する VEGF と、VEGF 受容体の発現を増強する
とされる cAMPの誘導体 8 bromo-cAMPを添加したところ、誘導された細胞の 56％は内皮
細胞に分化した。さらに、内皮分化刺激に非応答性の細胞を分化の中間段階において除
くことにより誘導細胞の 99％が内皮細胞に分化した。内皮細胞収量は 1個の iPS細胞か
ら 11.1 個となり、既報の 3 倍以上に改善した。誘導された内皮細胞は、CD31 や






  したがって、本論文は博士（ 医学 ）の学位論文として価値あるものと認める。 
  なお、本学位授与申請者は、平成 29年 7月 28日実施の論文内容とそれに関連
した試問を受け、合格と認められたものである。 
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